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ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the effect of the association of the antioxidant resveratrol with sucrose
in a vitrification protocol of ovarian tissue in cows, on the morphology of preantral follicles. Ten ovaries of cows
were used, collected in local slaughterhouses, fragmented and distributed to the following treatments: fresh
control (Co); toxicity (T); (TO) zero toxicity/ only with base vitrification solution (SBV), (TS) toxicity with SBV
plus sucrose, (TR) toxicity with SBV plus resveratrol, (TS+R) toxicity with SBV and sucrose plus resveratrol;
and for glazing (V); (VS) vitrification with SBV and sucrose, (VR) vitrification with SBV and resveratrol,
(VS+R) vitrification with SBV and sucrose plus resveratrol. Preantral follicles were quantified and classified
according to morphology into normal and degenerated. The mean percentages between normal and degenerated
follicles did not differ (p>0.05) in the following percentages, normal 51.4% and degenerated 48.60%. In the
toxicity test there was a difference (p<0.05) between the fresh control and the toxicity treatments, however
regarding the vitrification treatments there was no difference (p>0.05), demonstrating that the vitrification
technique is efficient, but the concentration of cryoprotectants used needs to be re-evaluated. Concluding that the
natural antioxidant association resveratrol to sucrose in vitrification and rewarming protocols contributes with
reservations for the morphological preservation of preantral follicles in cows.
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INTRODUCAO

Vitrificagdo ¢ um método de congelagdo que consiste em brusca queda da
temperatura e substituicdo da dgua intracelular pelo crioprotetor, de forma a alcangar
rapidamente o estado vitreo, transformando os fluidos do estado liquido para um solido
amorfo sem a formacao de cristais de gelo intracelulares. Para que esta transi¢ao ocorra, ¢
necessaria alta concentracao de agente crioprotetor (DALCIN; LUCCI, 2010; RODRIGUES
et al., 2014). Segundo Gambini et al. (2015), o resveratol ¢ um antioxidade natural de
grande aplicabilidade nos processos de criopreservacao celular, possui agdo intracelular e
extracelular, se caracterizando um potencial agente crioprotetor, além de atuar no controle
de espécies reativas de oxigénio durante os processos de descongelamento durante a
reintroducdo de oxigénio. Acredita-se que o resveratol atue nos foliculos pré-antrais
inclusos em tecido ovarianos de vacas adultas, desempenhando seu efeito antioxidante
sobre a preservagao morfoldgica e a viabilidade celular. Neste contexto, o presente estudo
teve como objetivo avaliar o efeito da associacdo do antioxidante resveratrol a sacarose na
vitrificag@o de tecido ovariano de vacas, sobre a morfologia de foliculos pré-antrais.
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MATERIAL E METODOS

Local do Experimento e Consideracdes Eticas

O Trabalho experimental foi realizado no Laboratério de Reproducdo Animal
(LARA) da Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal do
Tocantins (EMVZ/UFT), aprovado pelo Comité de Etica de Uso Animal (CEUA/UFT) sob
processo n° 23.101.008727/2018-30.
Coleta de ovarios e Processamento das amostras

Os ovarios (n=10) de vacas da raga Nelore com idade igual e/ou superior a 24 meses,
foram coletados aleatoriamente nas linhas de abate em frigorifico local de Araguaina-TO.
Apos a coleta, os ovarios foram transportados em solucdo fisiologica 0,9% de NaCL a uma
temperatura de 4 °C at¢ o LARA/UFT/EMVZ. Os mesmos foram seccionados, originando
oito fragmentos do cortex ovariano de aproximadamente 9 mm? e distribuidos aos seguintes
tratamentos: controle fresco (Co); toxicidade (T); (TO) toxicidade zero/ apenas com solugao
base de vitrificagdo (SBV), (TS) toxicidade com SV mais Sacarose, (TR) toxicidade com
SBV mais resveratrol, (TS+R) toxicidade com SBV e sacarose mais resveratrol; e para
vitrificagdo (V); (VS) vitrificagdo com SBV e sacarose, (VR) Vitrificagdo com SBV e
Resveratrol, (VS+R) vitrificagdo com SBV e sacarose mais resveratrol. Os fragmentos do
grupo controle fresco, toxicidade e vitrificacdo (p6s-descongelamento) foram posteriormente
fixados em paraformaldeido 4% (5g/100%; Sigma-Aldrich Brasil Ltda.) por trés horas e em
seguida fixadas em alcool 70% para andlise de microscopia de luz.

Exposicao e Vitrificaciao

Quatro fragmentos destinados a exposi¢do aos crioprotetores foram imersos em
diferentes solugdes de vitrificagdo: (T0) com Solu¢ao Base de Vitrificagdo (SBV) composta
por TCM-199, BSA, DMSO e EG; (TS) com SBV + 0,25M de Sacarose; (TR) SBV + 10uM
de Resveratrol e (TS+R) com SBV + 0,25M de Sacarose e 10uM de Resveratrol, por cinco
minutos em temperatura ambiente (25 °C) e distribuidos aos procedimentos de fixacdo
(CARVALHO et al., 2014).

Os trés fragmentos de tecido ovarianos destinados a vitrificagdo foram incialmente
imersos em Solucao Base de Vitrificagdo (SBV) composta de Meio 199 (500mL; Sigma-
Aldrich Brasil Ltda.) suplementado com 10mg/mL de Albumina Sérica Bovina (BSA) (10
mg; Sigma-Aldrich Brasil Ltda.), 10% de Etileno glicol (EG) (500mL; Sigma-Aldrich Brasil
Ltda.) e 10% de Dimetilsulfoxido (DMSO) (500mL; Sigma-Aldrich Brasil Ltda.) adicionados
aos tratamentos de vitrificagdo com e sem Sacarose e Resveratrol por um periodo de
equilibrio de cinco minutos, em temperatura ambiente (27 °C) (ROCHA, 2017). Os diferentes
tratamentos de vitrificacdo consistiram de: Vitrificagdo com 0,25M Sacarose (500mg/99,5%;
Sigma-Aldrich Brasil Ltda.) (VS), Vitrificagdo com 10uM Resveratrol (20mg; Sigma-Aldrich
Brasil Ltda.) (VR) e Vitrificagdo com Sacarose e Resveratrol (VS+R) nas mesmas
concentracoes, estas adicionadas as solu¢des base de vitrificacdo (SBV) (TAKEO et al.,
2014). Logo, os fragmentos ovarianos foram colocados em criotubos, imediatamente
mergulhados em nitrogénio liquido e armazenadas em botijdes criogénicos a -196 °C.

Aquecimento e Analise morfologica
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Ap0s sete dias, os criotubos foram retirados do botijdo e expostos a te mperatura
ambiente (25 °C) por 30 segundos e imediatamente imersos em banho-maria a 37 °C por 1
minuto (CARVALHO et al., 2014). Os crioprotetores foram removidos dos fragmentos em
duas etapas, uma contendo SBV adicionadas as concentracdes de 25 M de Sacarose e/ou
10uM de Resveratrol, e somente SBV por cinco minutos. Para avaliacio da morfologia
folicular, os fragmentos dos tecidos ovarianos foram submetidos a histologia cléssica, as
laminas foram submetidas a coloragao com hematoxilina/eosina (HE), e analisadas utilizando
microscopia de luz (ICC50 HD) em magnificacdo de 400 vezes e as imagens capturadas pelo
Leica Software Imaging, Wetzlar, Alemanha.

Analise Estatistica

A porcentagem de foliculos normais e degenerados foram analisados pelo teste de
Qui-quadrado. As variaveis que nao passaram pelo teste de normalidade, foram submetidos ao
teste de Fisher, com p<0,05. As analises foram realizadas com o auxilio do programa
estatistico InfoStat Statistical Software (INFOSTAT, 2012).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram avaliados, por microscopia de luz, 1.305 foliculos pré-antrais inclusos em
tecido ovariano, resultantes de 40 fragmentos do cortex ovariano de fémeas adultas (n=10), os
quais apresentavam distribuicao percentual em normais e degenerados de 51,40% e 48,60 %
respectivamente, nos diferentes tratamentos por ovario. No tocante aos tratamentos de
toxicidade (Tab. 01), os resultados demonstram que os crioprotetores utilizados apresentaram
efeito toxico ao tecido ovariano no tempo e nas concentracoes utilizadas (p<0,05), sugerindo
que o tratamento contendo o crioprotetores sacarose € antioxidante resveratrol promova danos
sobre a morfologia de foliculos pré-antrais de fémeas adultas, uma vez que os foliculos
expostos ndo seguiram um padrao morfologico semelhante ao controle.

Considerando os diferentes tratamentos de vitrificacdao (VS, VR, VS+R) e o controle
fresco observou-se que ndo houve diferenca (p>0,05) entre os mesmos, resultados similares
aos obtidos por Jimenez ef al. (2016), que ndao observaram diferenga significativa na maioria
dos tratamentos de vitrificagdo utilizando o antioxidante Alfa-tocoferol, em foliculos pré-
antrais bovinos. Ainda os resultados deste trabalho corroboram aos obtidos por Rocha et al.
(2018), que ressaltam a importancia de se realizar mais estudos utilizando resveratrol e/ou
outras substincias antioxidantes sobre a vitrificagdo de foliculos pré-antrais bovinos,
atribuindo a necessidade mais pesquisas sobre seus efeitos protetores, afim de consolidar sua
acdo com um agente crioprotetor.

No entanto, os resultados aqui apresentados demonstram que a técnica de
congelamento por vitrificacdo ¢ eficiente em manter a integridade morfoldgica dos foliculos
pré-antrais de vacas, mas as concentragdes dos crioprotetores utilizados precisam ser
reavaliados. O que conclui que a associagcdo antioxidante natural resveratrol a sacarose em
protocolos de vitrificagdo e reaquecimento contribuem com ressalvas na criopreservacao
morfolégica de foliculos pré-antrais de vacas.

Tabela 01: Percentual médio (+DP) de foliculos ovarianos pré-antrais normais de fémeas

43
*E-mail: samaracardosomedvet@gmail.com



Ciéncia Animal, v.31, n.1, p.41-44, 2021. Supl. 1 (X CONERA - Complemento)

bovinas apos serem submetidos a diferentes tratamentos: controle fresco (Co), toxicidade (TO,
TS, TR, TS+R).

Tratamentos Foliculos pré-antrais (%)
Co 41,97+10,54 2
TO 14,10+3,54
TS 12,86+2,55°
TR 8,19+1,89°
TS+R 7,14+1,89°

Letras diferente nas colunas = p<0,05 pelo teste de Fisher entre toxicidade; (Co) = Controle fresco; (T0)
= Toxicidade zero/apenas com solugdo de vitrificagao (SV), (TS) = Toxicidade com SV mais Sacarose,
(TR) = Toxicidade com SV mais resveratrol, (TS+R) = Toxicidade com SV e Sacarose mais
Resveratrol. Fonte: Composi¢do do autor.
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